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Praparat, insbesondere fur die Handhabung mittete einer optischen Pinzette, sowie 
Verfahren und Vorrichtung zur Erzeugung von optisch induzierten KrSften 



/f*i 



10 



15 



Beschreibuno: 

Die Erfindung betriffi ein Praparat, insbesondere for die Handhabung mittels einer 
optischen Pinzette, enthaltend ein oder mehrere Zielobjekte und ein Oder mehrere 
Hilfsobjekte, wobei mindestens ein Hilfsobjekt mindestens einem Zielobjekt zugeordnet 
ist Daneben betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Erzeugung von optisch induzierten 
mechanischen Kraften auf dehnbare Oder deformierbare Zielobjekte unter Verwendung 
von Hilfsobjekten. Schliefilich betrifft die Erfindung auch eine Vorrichtung zur Erzeugung 
von optischen Kraften im Fokus einer optischen Pinzette auf dehnbare Oder deformierbare 
Zielobjekte wie z.B. biologische Zellen. 

Die mechanische Deformation von Zellen kann zur Bestimmung viskoelastischer 
Parameter herangezogen werden. Da eine Vielzahl dynamischer Prozesse (Wachstum, 
Substratanhaftiing, Migration, Phagocytose) mit einer verSnderten zellulSren 
Viskoelastizitat verbunden sind, lassen sich aus den mechanischen Eigenschaften einer 
Zelle wertvolle ROckschlusse auf diverse Vitalparameter Ziehen. Da for die ElastizitSt der 
meisten Zellen der Cytoskelett-Baustein Aktin eine entscheidende Rolie spielt, konnte die 
gezielte Deformation von Zellen bei der Untersuchung von Krankheiten, die mit 
Abnormalitaten des Cytoskeletts verbunden sind, Anwehdung finden. 
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Daruber hinaus ist d as Verfahren auch fur Untersuchungen zur MechanosensitMtat und 

zur Mechanotransduction geeignet. Sowohl Einzelzellen als auch Zellen innerhalb eines 

Gewebes sind in der Lags, auf intra- und extrazellulare ' Krafte zu reagieren 

Mechanosensitivitat) und dann eine Signalkette in Gang 2u setZ6 n 

(Mechanotransduction). Die Bedeutung zel.ularer Mechanoseneoren (z.B. Cytoskeiett 

mechanisch kontrollierte lonenkanale. Integrine) konnen mit dieser Methcde ebenso 

untersucht warden, *ne die Ro..e von Signalmolekulen (z.B. freies interzellulares 
Calzfum). 



1 0 D,e Methoden. die bisher zur mechanischen Manipulation von Zallen verwendet wurden 
lassen s,ch in Massenzell- und Einzelzelltechniken unterteiien. Massenzelltecbniken wie 
be 1S p,e.swe, S a das Memoranstretching (EndHch N., Kress K. K. , Reiser J., U«emve>,er 
D Krltz W., Mune. P., EndHch K. [2001] Podocytaa respond to mechanical stress in 

* 1 5 «!■ J ^ SOC * NePhr °'- 12 ' 413-422) ° der die M3Snetic Manipulator Workstation 
if 15 i HUanS DO " 9 C ' Y - K "°" H - S - J- Kamm R. D., So P. T. C. [2002, Three- 

det0rmat '° n ana ' yS,S W,th * tw °-' jhot - -agnatic man.pu.ator 
workstation. B.ophys. J. 82, 221 1-2223). bai denen aina Kraft auf eine Viaizahl von 
Ze en g e.chzeitig ausgeubt wfrd, sind nicht geeignet, urn individual ZeHen, beatimmte 

20 ul k Reakti ° nen NaChbar2Qlle a,s ^ * Mechanotransduktion zu 

20 untersuchen. Daruber hinaus edauben nur Einzeizeiivarsuche eine Unteracheidung 
zwischen lokalen und globalen Effekten. 

Der Optica, Stretcher (Guck, J. Ananthakr.shan R., Mahmood H., Moon T J 
Cunningham C. C. , Kas, J. [2001, The optica, stretcher: A novel laaer too. to' 
25 m.croman.pu.ate cells. B,o P hys. J. 81, 767-784). die DoppeistraNfaiie (Henon, S., 
Leno r m and , G-, Rlchert, A., Gal.et, [1999, F, A new determ.nat.on of the shear 
modulus of the human erythrocyte membrane using opttcal tweezers. B.ophys. J. 
76 1145-1151) und die Micropipet Aspiration Technik (Hochmuth, R. M. [2000, 
M.crop.pette asp.rat.on of ..ving ce..s J. Blochem. 33, 15-22, sind nur fur 
Untersuchungen an suspendierten. jedoch nicht an adharenten Einzalzellen geeignet. Alie 
Methoden. die auf der Atomic Force Microscopy (AFM)-Technik beruhen wie das Elastic 

(ROtS<>h ' °-' Radmacher ' I 20 "* drug-.nduced changes of 
cytoske.eta, structure and mechanics in f.brob.asta: An Atom.c Force M.croscopy 
study B.opnys.j. 78 , 520-535) Oder die AFM-lndentation fGuH.aume T.Charras and 
Mike A Norton (200). Sing.e Cel. Mechanotransductfon and Its modu.at.on analyzed 
by atom.c force m.croscope Indentadon. Btophyslca. Journal 82, 2970-2981J 
ermogiichen ke.ne durch.ichtmikroskopische Beurtei.ung der erzieiten Deformation, um 
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beispjelsweise eventuell induzierte Zellsch§den ausschlieflen zu k6nnen. AuGerdem sind 
. fluor szenzmikroskopische Untersuchungen nur bei einer Kombination von LSM (Laser 
Scanning Microscopy) und AFM moglich. Der Einsatz magnetischer Manipulatoren 
(Magnetic Tweezers) wiederum ist auf die Untersuchung adh&renter Zellen beschrankt 
5 und erfordert entweder die Aufnahme magnetischer Beads durch Phagocytose (Bausch 
A., Ziemann F., Boulbitch A. A,, Jacobson K. y Sackmann E. [1998]. Local 
measurement of viscoelastic parameters of adherent cell surfaces by magnetic 
bead microrheolometry, Biophys. J. 75, 2038-2049) Oder eine spezielle Beschichtung 
der Magnetkugeln, urn eine Anhaftung an Zelloberfl&chen zu gew&hrleisten (Glogauer 
10 M., Ferrler J. [1998]. A new method for application of force to cells via ferric oxide 
beads, Eur J. Physiol. 435, 320-327). 

Die Erfindung geht aus von den optisch induzierten Kraften in einer optischen Pinzette zur 
Ubertragung von Kraften auf dehnbare/deformierbare Objekte, Der Einsatz der optischen 

15 Pinzette in der biologischen und medizinischen Forschung ist in den letzten Jahren stetig 
gewachsen. Da die optische Pinzette in der Rege! mit fokussiertem Laserstrahl (auBer 
Kas-Methode) arbeitet, und die maximale Kraft, die zum Fixieren von Objekten benotigt 
wird, im Strahtfokus, der nur einen Durchmesser von 1pm hat, konzentriert ist, kdnrien in 
der Regel ohne ein Hilfsmittel (z.B. Latex beads) kaum groBe Scherkrafte an 

20 Biomenribranen ausgeubt werden. Im Falle von Osteoblasten, wie von Walker L.M., Holm 
A., Coollne L., Maxwell L. f Oberg A., Sundqvist T., El HaJ A. J. [1999], Mechanical 
manipulation of bone and cartilage cells with optical tweezers, FEBS Letters 459, 
39-42 beschrieben, genugt der Lichtdruck der optischen Pinzette (7 pN) urn die Zellen 
mechanisch zu stimulieren. Dies kann jedoch nicht fOr alle Zelltypen verallgemeinert 

25 werden, so dass der Einsatz einer optischen Pinzette allein zur mechanischen 
Manipulation von Zellen nicht stets ausreicht. 

Gegenuber dem Stand der Technik liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein 
Praparat, eine Vorrichtung und ein entsprechendes Verfahren anzugeben, mit dem eine 
30 mechanische Manipulation insbesondere von Einzelzellen und vorzugsweise unabhangig 
von ihrem Typ und ihrer Form durchfuhrbar ist. - 

Das erfindungsgemaBe Praparat ist dadurch gekennzeichnet dass die Hilfsobjekte 
Hamoglobin enthalten. In Versuchen hat sich herausgestellt, dass derartige Hilfsobjekte 
35 besonders gut fur die Manipulation mittels einer optischen Pinzette geeignet sind, 
insbesondere im Hinblick auf die ubertragbaren Krafte. Vorzugsweise haften die 
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Hilfsobjekte an dem Zielobjekten. Dabei kann je eiriem Zielobjekt je ein Hilfsobjekt 
zugeordnet sein. Auch kann ein Zielobjekt mehrere Hilfsobjekte aufweisen. 

Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung weisen die Hilfsobjekte jeweils eine 
5 bikonkave Form auf, Die Verbindung zwischen Hilfsobjekten und Zielobjekten wird 
dadurch weiter verbessert, irjsbesondere die Moglichkeit der Haftung. 

Vorteilhafterwelse handelt es sich bei den Hilfsobjekten um rote Blutkorperchen 
(Erythrozyten). Es hat sich herausgestellt, dass Erythrozyten geeignete Hilfsobjekte zum 
10 Festhalten im Fokus einer optischen Pinzette sind. Grunde hierfur.sind vermutlich die 
bikonkave Form der Erythrozyten und die dielektrischen Eigenschaften (groGe 
Dielektrizitatskonstante) von Hamoglobin. Die Erythrozyten warden als "Kraftuber- 
tragungswerkzeuge 11 auf die Oberflache der Zielzellen aufgebracht. Bei Ausdbung einer 
Kraft auf die Erythrozyten werden diese bewegt und def ormieren dadurch die anhaftenden 
a* 15 Zielobjekte. 

v . / ■ . - 

Als Hilfsobjekte konnen auch Liposomes vorgesehen sein, die Hamoglobin enthalten. 

Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung sind die Hilfsobjekte mit einer Substanz 
20 beschichtet, deren Oberflachenladung (Vorzeichen) der Oberflachenladung (Vorzeichen) 
der Zielobjekte entgegengerichtet ist. So ist es moglich, Hilfsobjekte zu verwenden, deren 
Oberflachenladung mit der Oberflacheladung der Zielobjekte gleich gerichtet ist Durch die 
Beschichtung mit der beschriebenen Substanz wird die Oberflachenladung umgekehrt. 

25 Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung sind als Substanz zur Beschichtung positiv 
geladene Polymere vorgesehen, die keine reaktiven Gruppen aufweisen. Vorzugsweise 
handelt es sich um wasserlosliche Polymere. 

GemaS einer beyorzugten Ausfuhrungsform sind die Hilfsobjekte mit Polyethylenimid oder 
j 30 Poly-L-Lysin beschichtet. Tests haben eine gute Eignung der genannten Substanzen 
ergeben, 

Vorteilhafterweise sind als Zielobjekte biologische Zellen vorgesehen. Diese konnen 
adharent an einem Trager, etwa einem Deckglas, haften oder als Suspensionszellen 
35 vorgesehen sein. Auch konnen fixierte oder native Zellen Verwendung finden. 
Vorzugsweise haften die Hilfsobjekte auf den Zielobjekten, wahrend letztere auf dem 
Trager haften. 
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Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung ist vorgesehen, dass ein Zielobjekt, an 
dem " mindestens ein Hilfsobjekt haftet, mittels zweier optischer Strahlen 
. deformiert/gedehnt wird. Insbesondere geht es urn die Verformung und Dehnung von 
Suspensionszellen, an denen jeweils mindestens ein Erythrozyt haftet. Ein optischer 
5 Strahl wirkt auf das Zielobjekt, wahrend der andere Strahl das Hilfsobjekt beaufschlagt 
Durch Relativbewegung der Strahlen und/oder Anderung der Fokussierung zieht/driickt 
das Hilfsobjekt am Zielobjekt. 

Ore erfindungsgemafie Vorrichtung ist gekennzeichnet durch Einkopplung eines einfachen 
10 Oder eines mehrfachen Laserstrahls der optischen Pinzette im Strahlengang eines 
Mikroskops, sodass das Zielobjekt in den Strahlfokus gezogen bzw. hineingedruckt wird. 
Als Zielobjekte sind vorzugsweise biologische Zellen vorgesehen. Insbesondere ist ein 
EPI-Fluoreszenz-Strahlengang beteiligt. 

1 5 Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung 1st ein langweiliger Laserstrahl direkt oder 
[W^ mittels Lichtwellenleiter iiber ein Linsensystem (Laserstrahlaufweitungsoptik) in das 
Mikroskop bzw. die optische Pinzette einkoppelbar. Als "langwellig" wird insbesondere " 
eine Wellenlange zwischen 700 und 1 100 nm verstanden. 

20 Das Linsensystem besteht vorzugsweise aus zwei Linsen, wobei eine der Linsen (eine 
Streulinse) entfallen kann,. wenn das Licht iiber einen Lichtwellenleiter eingekoppelt wird. 
Dieser hat auf Grund seiner eigenen Charakteristik die Wirkung einer Streulinse. Die 
zweite Linse ist dann an die Charakteristik des Lichtwellenleiters angepasst. 



25 




Eine weitere Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Vorrichtung ist gekennzeichnet 
durch optische Elemente zum Aufsplitten des Laserstrahls und zur Bildung einer 
Multistrahl-Pinzette. Als optische Elemente sind vorzugsweise galvanische Spiegel 
vorgesehen, die im Anschluss an eine Laserstrahlaufweitungsoptik wirksam sind. Die 
galvanischen Spiegel sind mit einem geeigneten Antrieb versehen. der durch eine 
geeignete Software programmgesteuert ist 

Vorteilhafterweise ist das Mikroskop ein CLSM (Confocal Laser Scanning Microscope). 
Moglich ist so eine simultane DurchfOhrung von Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie. 
Beispielsweise kbnnen das mechanische Verhalten biologlscher Zellen sowie deren 
35 mechanisch kontrollierte lonenkanale simultan untersucht werden. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Experimenten eriautert : 
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Die mit Polyethytenimid (PEI) beschichteten Erythrozyten werden auf die Zieizellen 
gegeben und fur 10-20 min bei 37°C inkubiert. Danach werden die Zellen rnit frischem 
Zellmedium (RPMI) gewaschen, urn die nicht angehafteten Erythrozyten zu entfernen. Fur 
5 die mechanosensitive lonenkanal-Untersuchungen, wie z.B. Kalzium-Kanale, werden 
spezielie Puffer verwendet (kalziumhaltige Puffer). 

Uber die Erythrozyten als Kraftubertrager wird mit der optischen Pinzette auf 
verschiedene Zellen (Bindegewebszellen, Epithelzellen, Pankreaszellen - adharente 
10 Zellen Oder Suspensionszellen) gedruckt bzw, gezogen. Dabei ist eine mikroskopisch 
deutliche Deformation ohne erkennbare Zellschaden detektierbar. AJs Antwort auf die 
mechanische Stimulation reagieren alle untersuchten Zellen mit einem drastischen 
Anstieg der intrazellularen Kalcium-lonen Konzentration. Es ist moglich, sowohl mit 
fixierten als auch mit unfixierten Erythrozyten zu arbeiten. 

> 15 

Die entsprechenden Experiments an unterschiedlichen, adharenten Zellen unter gleichen 
Bedingungen mit Latexkugelchen bzw. Glaskugelchen (verschiedene GroBen: 1 |im f 5pm 
und 10 urn) und Lymphozyten bei gleicher Laserleistung zeigen ein negatives Ergebnis 
(d.h. keine deutlich sichtbare Deformation der Zellmembran). Erst bei deutlich hoherer 
20 Laserleistung (das Funffache) war eine minimale Deformation der Zellmembran zu 
erkennen. 

Nur/mit der Erfindung ist es moglich, adharente Zellen urn einige Mikrometer zu 
deformieren. Es ist ebenso m6gtich, mechanosensitive lonenkanale zu aktivieren, was z. 
25 B. durch einen sehr deutlichen Anstieg des Kalziums im Zellinneren nach der 
Laserdeformierung nachzuweisen ist. Diese Experimente wurden an verschiedene 
Zelltypen (L929, PtK, Nierenzellen, Acinuszellen) erfolgreich durchgefuhrt • 



^fa^, Das Einkoppeln einer sogenannten ^Multifrap", einer optischen Pinzette, bei der ein Oder 
/ ^ 30 mehrere Laserstrahlen zur Fixierung auf mehrere Objekte gelenkt werden, ermoglicht 
Deformierungsexperimente nicht nur an adharenten Zellen (gleichzeitige Stimulation 
mehrerer Zellen oder einer Zelle an mehreren Stellen), sondern auch an 
Suspensionszellen. Eine Multistrahl-Pinzette kann auch dadurch reaiisiert werden, dass 
mit Hilfe eines Scannerspiegels ein Strahl abwechselnd in hoher Frequenz auf mehrere 
35 Objekte gelenkt wird, so dass diese fixlert bleiben, auch wenn der Laserstrahl nicht 
permanent das entsprechende Objekt bestrahlt. 
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Neben der Moglichkeit, das mechanische Verhalten von Zellen auf subzellul&rer Ebene zu 
untersuchen, sind als Vorteile der Methode vor allem die einfache Handhabbarkeit, das 
Arbeiten unter standiger mikroskopischer Kontrolle und die Kombination mit anderen 
mikroskopischen Technikan (DIC= Differential Interference Contrast Microscopy, 
5 Fluoreszenz, konfokale Mikroskopie) zu nennen. Dies ermoglicht es, auch auf 
lichtundurchl&ssigen Materialien zu arbeiten und simultan zum Deformationsverhalten 
wichtige biochemische Parameter (z, B- intrazellulares Kalzium) zu untersuchen. 

10 Anwendungsbeispiele und Anwendungsperspektiven: 

Da aus der Bestimmung viskoelastischer Eigenschaften wichtige Informationen Qber die 
Struktur des Cytoskeletts und Insbesondere des cortikalen Aktins gewonnen werden 
konnen, ist die Methode von groGer praktischer Bedeutung bei der Erforschung und 
^- ,15 Diagnose von Krankheiten, die mit Abnormitaten des Cytoskeletts verbunden sind. So 
sind beispielsweise Krebszellen leichter deformierbar als nicht entartete Zellen (Ward et 
al.1991). Ebenfalls einsetzbar ist die Methode tGr Untersuchungen diverser Wirkstoffe 
(z.B. Pharmaka), hinsichtlich ihres Einflusses auf das Cytoskelett. 

20 Da das Verfahren das Arbeiten auf lichtundurchlassigen Oberfl&chen erlaubt, ist ©in 
weiteres Einsatzgebiet die Biomaterialforschung. Dabei geben mechanische 
Zellparameter Auskunft Qber die Biokompatlbilitat des als Zelltrager verwendeten 
medizinisch Oder zahnmedizinisch relevanten Materials (z.B. Keramik). 

Von groBem Interesse ist die Anwendung des Verfahrens auch bei der Erforschung der 
Rolle spezieller IMierenepithelzellen, den Podocyten, bei der Entstehung von 
Nierenerkrankungen. Die Podocyten besitzen ein kontraktiles System, das sich der 
Ausweitung der Kaplllaren z.B. 'im Zuge einer glomuiaren Hypertonia (einer Storung, die 
ma3geb!ich zum chronischen Nierenversagen beitragt) entgegensetzt. Dabei sind die 
molekularen Veranderungen der Podocyten wahrend der glomularen Hypertonie noch 
weitgehend ungeklart (Endlich, N., Sunohara, M., Nletfeld W., Wolski E. W„ Schlwek 
D., Kranzli Gretz N., Krltz W„ Eikhoff H„ Endlich K. [2002] Analysis of differential 
gene expression in stretched podocyt ostoopontln enhances adaptation of 
podocytes to mechanical stress. FASEB J. 16, 1850-1852), Im Rahman dieser 
Problematik konnen mit der Methode Erkenntnisse auf Einzelzellebene gewonnen 
werden. 



25 
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Weitere Merkmale der Erfindung ergeben sich aus der Beschreibung im Ubrigen und aus 
den Anspruchen. Nachfolgend werden Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand von 
Zeichnungen naher erlautert. Es zeigen: 

5 Fig. 1 ein Praparat mit Trager und Laserlichtquelle in perspektivischer . 

Darsteliung, 

Fig. 2 eine Darsteliung analog Fig. 1 , jedoch mit einer anderen Einstellung der 

Laserlichtquelle, 

10 

Fig. 3 eine Draufsicht auf eine Einkoppeleinheit als Multlstrahl-Pinzette, 

Fig. 4 die Einkoppeleinheit gemafi Fig. 3 in perspektivischer Darsteliung. 

Auf einem Deckglas 1 0 als Trager haftet eine adharente biologische Zelle 1 1 . Auf letzterer 
haftet ein Erythrozyt 12. Gut erkennbar ist dessen bikonkave Form, Der Erythrpzyt liegt 
seitlich neben einem Zellkern 13 auf der Zelle 1 1 . 

Unter dem Deckglas 10 - also auf einer von der Zelle 11 abgewandten Seite - ist eine 
20 Laserlichtquelle 14 mit nicht naher gezeigten Einrichtungen 2ur Fokussierung und 
Steuerung des Laserstrahls als sogenannte optische Pinzette angeordnet. Ein Fokus 15 
eines Laserstrahls 1 6 liegt auf Grund der hier vorgesehenen Einstellung der 
Laserlichtquelle 14 etwas unterhalb des Erythrozyten 12. Durch optlsch induzierte Krafte 
wird der Erythrozyt 12 in Richtung auf den Fokus 15 gezogen. Dadurch druckt der 
25 Erythrozyt 12 auf die Zelle 11 und verformt letztere in diesem Bereich. Die Verformung 
der Zelle 11 ist uber eine nicht gezeigte optische Erfassung und Bildauswertung oder auf 
andere Weise messbar und kann wertvolle Hinweise auf die Eingeschaften und/den 
Zustand der Zelle 1 1 im weitesten Sinne liefern. 

\ 30 Fig. 2 zeigt eine Abwandlung gegenuber Fig. 1 dahihgehend, dass hier der Fokus 15 
oberhalb des Erythrozyten 12 liegt. Der Erythrozyt 12 wird wiederum in Richtung auf den 
Fokus 15 gezogen. Dabei kommt es hier auf Grund der Haftung zwischen Erythrozyt 12 
und Zelle 1 1 zu einer zugbedingten Deformation der Zelle 1 1 . Besonders wichtig ist hier 
die Starke der Haftung zwischen der Zelle 1 1 und dem Erythrozyten 12. 



35 



Die Anderung der Lage des Fokus 15 relatlv zum Erythrozyten 12 kann eingestellt werdeh 
durch die Anderung der. Position der Laserlichtquelle 14 und/oder des Deckglases 10. 
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AuBerdem kann der Fokus gegebenenfalls durch optische B einflussung im Bereich der 
Laserlichtquelle 14 verstellt werden. Bevorzugt tot eine Bewegung des Deckglases 10 
durch geeignete dreidimensionale Antriebe. 

5 Fig. 3 zeigt eine Einkoppeleinheit 17, die hier die • Funktiorv einer speziellen optischen 
Pinzette hat und gegeniiber dieser einige Zusatzfunktionen aufweist. Die wesentlichen 
Elemente der Einkoppeleinheit 17 sind in einem Gehause 18 angeordnet, das in den Fig. 
3 und 4 often dargestellt ist. 

10 Im Bereich einer kleinen Stirnwand 19 ist ein Einiass fur einen Laserstrahl OP (einer 
herkommlichen optischen Pinzette) vorgesehen. Der Laserstrahl passiert eine 
Laserstrahlaufwertungsoptik aus zwei Linsen (oder Unsensystemen) OA1 und OA2. Der 
zweiten Unse 0A2 ist ein System aus galvanischen Spiegeln GS1 und GS2 
nachgeordnet. Die galvanischen Spiegel lenken den Laserstrahl urn 90° urn und konnen 
ihn zugleich aufsplitten zur Bildung einer Multistrahl-Pinzette. Mit einer derartigen 
' ' Multistrahl-Pinzette konnen mehrere Erythrozyten und/oder Erythrozyten und Zellen 
simultan gehalten bzw. mit optisch induzierten Kraften beaufschlagt werden. 

Der umgelenkte Laserstrahl tritt im Bereich einer gr63eren Seitenwand 20 aus dem 
20 Gehause 18 aus (Laserstrahl L). Im Bereich des Austritts ist ein Ringflansch R zum 
Anflanschen der Einkoppeleinheit 17 an ein nicht gezeigtes Mikroskop vorgesehen. 

Nach Umlenkung des Laserstrahls durch die galvanischen Spiegel GS1. GS2 und vor 
Austritt des Laserstrahls aus dem Gehause 18 ist eine Einkoppelung von 
25 Fluoreszenzanregungslicht und/oder eines zweiten Laserstrahls vorgesehen. Die 
Einkoppelung erfolgt durch einen Umlenkspiegel LFU. 



f 



30 



AuSen an einer kleinen Stirnwand 21, der Stirnwand 19 gegeniiberliegend, ist eine HBO 
(Quecksilberdampflampe) -Einkoppeleinheit FE fur die Fluoreszenzmikroskopie 
angeordnet. die Einheit FE kann auch aus einem weiteren Laser fur die 
Fluoreszenzanregung bestehen. Das Ucht der Einheit FE tritt entgegengesetzt parallel 
zum Laserstrahl OP aber seitlich versetzt zu diesem in das Gehause 18 ein und trifft auf 
den Umlenkspiegel LFU, sodass der Laserstrahl L das Fluoreszenzanregungslicht und 
den Strahl der optischen Pinzette OP enthalt. Zwischen der Einheit FE und dem 
35 Umlenkspiegel LFU kann sine Irisblende I oder ein Fluoreszenzanregungsfilter im 
Gehause 1 8 Oder auSerhalb desselben angeordnet sein. 
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Ein zweiter Laserstrahl LMS, insbesondere ein Lasermikrostrahl, vorzugsweise als 
gepulster Laser, ist in die beschriebenen Strahlen einkoppelbar. Hierzu weist das 
Geh&use im Bereich einer der Seitenwand 20 gegenuberliegenden Seltewand 22 einen 
Eintritt fur den Lasermikrostrahl LMS auf, welcher parallel zum Laserstrahl L und mit 
5 seitlichem Abstand zu diesem gerichtet ist Innerhalb des Gehauses 18 ist fOr den 
Lasermikrostrahl LMS ein Linsenaufweitungssystem MSA angeordnet 

Der Strahl LMS wird vorzugsweise entlang einer optischen Achse des von der Einheit FE 
kornmenden Lichts dem Umlenkspiegel LFU zugefuhrt Hierzu ist ein Umlenkspiegel LU . 
10 im Lichtstrahl der Einheit FE angeordnet, der den Lasermikrostrahl LMS (nach dem 
Aufweiten) in Richtung auf den Umlenkspiegel LFU reflektiert. 

Durch die beschriebene Anordnung der einzelnen Einheiten und Elemente ist die 
Einkoppeleinheit 1 7 auGerst kompakt und raumsparend aufgebaut, . 
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Deckglas 


LFU Umlenkspiegel zum gleichzeitigen 


11 


Zelle . 


Umlenken von Ruoreszenzlicht und zweiten 


12 


Erythrozyt 


Laserstrahl 


13 


Zellkern 




14 


Laserlichtquelle 


LMS Lasermikrostrahl (gepulster Laser) 


15 


Fokus 




16 


Laserstrahl 


LU Umlenkspiegel fur den zweiten Laser 


17 


Einkoppeleinheit 


(LMS) 


18 


Gehause 




19 


kleine Stirnwand 


MSA Linsenaufweitungssystem fur den 


20 


Seitenwand 


zweiten Laser (LMS) 


21 


kleine Stirnwand 




22 


Seitenwand 


OA1 , OA2 Laserstrahlaufweitungsoptik 


FE 


HBO Einkoppeleinheit ftir 


OP Laserstrahl der optischen Pinzette 



Fluoreszenzmlkroskopie 

GSi , GS2 galvanische Spiegel zum 
Aufsplitten des Laserstrahls der optischen 
Pinzette (Multistrahl-Pinzette) 



R Ringflansch zum Anflanschen der 
Einkoppeleinheit 17 an das nicht gezeigte 
Mikroskop 



I Irisblende oder 
Fluoraszenzanregungsfilter 



L eingekoppelte Laserstrahlen und 
Ruoreszenzanregungsiicht im Mikroskop 
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PrSparat, insbesondere fur die Handhabung mittels einer aptischen Pinzette, sowie 
. Verfahren und Vorrichtung zur Erzeugung von optisch induzierten KrSften 



PatentansprQche: 

1. . Praparat, insbesondere fur die Handhabung mittels einer optischen Pinzette, 
enthaltend ein Oder mehrere Zielobjekte und ein Oder mehrere Hilfsobjekte, wobei 
mindestens ein Hilfsobjekt mindestens einem Zielobjekt zugeordnet ist, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hilfsobjekte Hemoglobin enthalten. 

5 

2. Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Hilfsobjekte 
jeweils eine bikonkave Form aufweisen. 

3. Praparat nach\ Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
10 Hilfsobjekte rote Blutkerperchen (Erythrozyten) sind. 

4. Praparat nach Anspruch 1 oder einem der werteren Ansprtiche, dadurch 
gekennzeichnet dass die Hilfsobjekte Liposomen sind, die Hemoglobin enthalten. 

15 5. Praparat , nach Anspruch 1 oder einem der weiteren AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hilfsobjekte mit einer Substanz beschichtet sind, deren 
Oberfiachenladung (Vorzeichen) der Oberfiachenladung (Vorzeichen) der Zielobjekte 
entgegengerichtet ist. 
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6. . Praparat nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, dass als Substanz zur 
.Be S ch,chtung positiv geladene Polymere vorgesehen sind, die. keine reaktiven Gruppen 
aufweisen. KK 



5 7 
9 

sind. 



Praparat nach Anspruch 1 oder einem der waiteren AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hilfsobjekte mit Polyethylenimid oder Poly-L-Lysin beschichtet 



10 



8. Praparat nach Anspruch 1 odar einem dar weiteren Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Zielobjekte biologische Zellen vorgesehen sind. 



9 
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Praparat nach Anspruch 1 odar einem der weiteren Anspruche. dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zielobjekte auf einem Trager und die Hilfsobjekte auf den 
Zielobjekten haften. 

m Verfahren zur Erzeugung von^ptisch induzierten mechanischen Kraften auf 
dehnbare odar deformierbare Zielobjekte unter Verwendung von Hllfsobjekten, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hilfsobjekte Hamoglobin enthalten. 



20 11 



Verfahren nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dass die Hilfsobjekte vor 
dem Aufbringen auf die Zielobjekte mit Substanzen beschichtet werden, die eine 
Oberflachenladung andern. derart, dass Zielobjekte einerseits und Hilfsobjekte 
andererseits Oberflachenladungen mit unterschiedlichen Vorzeichen aufweisen. 

25 isl Verfahren nach Anspruch 10 oder 11. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Hilfsobjekte an den Zielobjekten haften. 

' 3 " u . T erfahren Rach Ana f ueh 10 ode ' einem der weiteren Anspruche. dass ein 

^n I m : ^ mindeStens ein Hi,fsob i ekt "aftet/anliegt. mittels zweier optischer 
,30 Strahlen deformiert/gedehnt wird. 

14. Vorrichtung zur Erzeugung von optischen Kraften, im Fokus einer optischen 
P.nzette auf dehnbare oder deformierbare Zielobjekte. wie z.B. biologische Zellen 
gekennzeichnet durch Einkopplung eines einfachen oder eines mehrfachen Laserstrahls 
35 der opt.schen Pinzette im Strahlengang eines Mikroskops. sodass das Zielobjekt in den 
fokus hineingezogen bzw. hineingedriickt wird. 
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15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass ein langwelliger 
Laserstrahl direkt Oder mittels Lichtwellenleiter uber ein Linsensystenrt in das Mikroskop 
bzw. die optische Pinzette eingekoppelt wird. 

5 16. Vorrichtung nach Anspruch -14 oder 15, gekennzeichnet durch optische 
Elemente zum Aufsplitten des Laserstrahls und zur Bildung einer Multistrahl-Pinzette. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 14 Oder einem der weiteren Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop ein CLSM (Confocal Laser Scanning Microscope) 
10 isfc 



* 
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